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Abstract	  	  The	  zebra	  finch	  model	  for	  vocal	  learning	  and	  memory	  acquisition	  is	  capable	  of	  providing	  great	  insight	  into	  fundamental	  cognitive	  processes	  due	  to	  the	  many	  developmental,	  physiological	  and	  genetic	  similarities	  humans	  share	  with	  the	  zebra	  finch,	  Taeniopygia	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1	   Introduction	  
The	  study	  of	  songbirds	  centers	  on	  a	  fascination	  with	  a	  unique	  quality:	  the	  predisposition	  towards	  auditory-­‐vocal	  learning.	  	  Indeed,	  while	  speech	  is	  a	  familiar	  human	  characteristic,	  the	  ability	  to	  acquire	  learned	  vocalizations	  belongs	  to	  a	  select	  group	  of	  organisms	  that	  includes	  songbirds,	  hummingbirds,	  parrots,	  and	  possibly	  whales,	  dolphins	  and	  bats.1	  Charles	  Darwin	  himself	  had	  noticed	  songbirds’	  ability	  to	  learn,	  along	  with	  numerous	  developmental	  parallels	  that	  they	  share	  with	  human	  infants.2	  Since	  the	  1950s,	  the	  study	  of	  song	  development	  has	  yielded	  convincing	  behavioral	  and	  physiological	  parallels	  to	  demonstrate	  that	  songbird	  species	  provide	  excellent	  animal	  models	  with	  which	  to	  study	  the	  neural	  mechanisms	  of	  vocal	  learning	  and	  memory	  acquisition.	  Since	  the	  zebra	  finch	  genome	  has	  been	  sequenced,	  researchers	  have	  found	  that	  humans	  and	  zebra	  finches	  share	  many	  genes	  that	  contribute	  to	  vocal	  communication.3	  Knowledge	  of	  these	  analogies	  and	  homologies	  is	  interesting	  to	  neuroscientists	  who	  seek	  insight	  into	  cognition	  on	  the	  most	  basic	  level.	  	  From	  an	  evolutionary	  perspective,	  it	  is	  fascinating	  that	  such	  similarities	  in	  vocal	  learning	  arose	  separately	  in	  two	  very	  different	  evolutionary	  branches	  whose	  common	  ancestor	  existed	  more	  than	  300	  million	  years	  ago.2	  Furthermore,	  the	  comparisons	  made	  by	  the	  songbird	  model	  for	  vocal	  learning	  and	  memory	  are	  valuable	  in	  medicine	  as	  they	  relate	  to	  the	  diagnosis	  and	  treatment	  of	  speech	  disorders	  related	  to	  autism,	  stuttering,	  stroke,	  and	  Parkinson’s	  disease,	  among	  others.3	  	  However,	  limited	  work	  has	  been	  done	  to	  study	  the	  full	  process	  of	  song	  development	  at	  its	  most	  fundamental	  physiological	  level.	  	  Thus,	  the	  ultimate	  goal	  of	  this	  study	  is	  to	  identify	  the	  neural	  processes	  underlying	  song	  development	  of	  the	  zebra	  finch	  (Taeniopygia	  




implementation	  of	  blood	  oxygen	  level	  dependent	  function	  magnetic	  resonance	  imaging	  (BOLD	  fMRI)	  will	  allow	  us	  to	  study	  these	  processes	  at	  the	  neuronal	  level.	  	  Being	  a	  non-­‐invasive	  technique,	  BOLD	  fMRI	  will	  also	  permit	  us	  to	  conduct	  a	  whole-­‐brain,	  longitudinal	  study	  of	  each	  subject’s	  song	  development.	  	  An	  additional	  goal	  of	  our	  study	  has	  been	  to	  remedy	  the	  complex	  distortions	  that	  emerge	  when	  functional	  images	  are	  acquired	  from	  an	  avian	  subject.	  These	  studies	  incorporate	  basic	  principles	  of	  MRI	  and	  BOLD	  fMRI	  to	  minimize	  the	  susceptibility	  artifacts	  caused	  by	  the	  air	  cavities	  in	  the	  birds’	  skulls.	  The	  following	  sections	  are	  a	  review	  of	  MRI,	  fMRI	  and	  auditory	  functional	  imaging’s	  contributions	  to	  the	  study	  of	  the	  songbird	  model.	  	   	  
1.1 MRI	  Theory	  Magnetic	  resonance	  imaging	  is	  a	  highly	  versatile	  and	  advantageous	  method	  due	  to	  its	  numerous	  applications.	  	  Its	  ability	  to	  non-­‐invasively	  produce	  high-­‐resolution	  images	  of	  body	  tissues	  is	  invaluable	  with	  respect	  to	  diagnosis	  and	  many	  more	  areas	  in	  research	  and	  medicine.	  	  This	  section	  will	  review	  the	  theoretical	  concepts	  underlying	  the	  formation	  of	  MR	  signal	  to	  construct	  an	  image.	  	  	  
	  




not	  refer	  to	  the	  classical	  concept	  of	  spinning	  about	  an	  axis,	  it	  often	  implies	  the	  movement	  of	  charged	  particles.4	  This	  result	  yields	  both	  quantum	  mechanical	  and	  classical	  explanations	  of	  NMR,	  which	  provide	  insight	  into	  how	  MR	  signal	  is	  formed.	  	  	  	  
The	  Quantum	  Mechanical	  Description	  of	  NMR	  For	  a	  charged	  nucleus	  with	  spin,	  it	  can	  be	  inferred	  from	  Faraday’s	  Law	  of	  Magnetic	  Induction	  that	  the	  moving	  charge	  generates	  its	  own	  magnetic	  field.	  	  This	  magnetic	  field	  is	  associated	  with	  a	  magnetic	  moment,	  µ,	  which	  is	  proportional	  to	  p,	  angular	  momentum,	  and	  γ,	  the	  magnetogyric	  ratio	  of	  the	  nucleus:	  µ	  =	  γp	   	   (1)	  Before	  the	  start	  of	  an	  experiment,	  the	  magnetic	  moments	  of	  the	  various	  sample	  molecules	  are	  pointed	  in	  random	  directions.	  The	  degenerate	  spin	  states	  of	  these	  NMR-­‐active	  nuclei	  are	  quantifiable	  by	  the	  following	  expression,	  for	  which	  I	  is	  the	  spin	  quantum	  number	  assigned	  to	  the	  nucleus:	   #	  of	  spin	  states	  =	  2I	  +	  1	   (2)	  However,	  when	  the	  sample	  is	  inserted	  into	  a	  magnet,	  the	  magnetic	  moments	  of	  the	  sample	  nuclei	  align	  with	  and	  against	  the	  instrument’s	  external	  magnetic	  field,	  as	  shown:	  	  
	  





The	  orientation	  for	  each	  nucleus	  depends	  on	  its	  magnetic	  quantum	  number,	  which	  has	  the	  possible	  values:	  	  
m	  =	  I,	  I	  –	  1,	  I	  –	  2,	  …	  -­‐	  I	  	   (3)	  For	  most	  biologically	  relevant	  nuclei,	  namely	  1H,	  13C,	  19F,	  and	  31P,	  I	  =	  ½,	  which	  corresponds	  to	  two	  possible	  spin	  states,	  and	  two	  observable	  magnetic	  quantum	  states,	  m	  =	  ½	  and	  m	  =	  -­‐½	  (Fig.	  1-­‐2).6	  	  	  
	  




energy	  state.	  	  This	  population	  tends	  to	  be	  very	  slightly	  smaller	  than	  the	  population	  of	  nuclei	  whose	  magnetic	  moments	  are	  aligned	  with	  the	  external	  magnetic	  field	  of	  the	  MRI.	  	  For	  this	  reason,	  in	  order	  to	  obtain	  significant	  signal	  in	  a	  magnetic	  resonance	  image,	  it	  is	  essential	  to	  acquire	  signal	  from	  an	  isotope	  with	  both	  high	  natural	  abundance	  and	  high	  biological	  abundance.	  	  Because	  the	  human	  body	  is	  composed	  of	  approximately	  60%	  water,	  and	  1H	  has	  a	  99.985%	  natural	  abundance,	  hydrogen	  is	  the	  element	  of	  choice	  for	  the	  majority	  of	  MRI	  experiments	  seeking	  physiological	  information.5,7	  Sample	  nuclei	  are	  commonly	  assumed	  to	  belong	  to	  hydrogen	  atoms	  and	  can	  be	  referred	  to	  as	  protons	  unless	  otherwise	  specified.	  	   Signal	  is	  produced	  when	  sample	  nuclei	  are	  irradiated	  at	  their	  characteristic	  Larmor	  
frequency,	  which	  corresponds	  to	  the	  energy	  difference	  between	  the	  two	  spin	  states.	  At	  this	  moment,	  nuclei	  in	  the	  low-­‐energy	  spin	  state	  are	  temporarily	  excited	  to	  the	  high-­‐energy	  spin	  state,	  changing	  the	  net	  magnetization	  of	  the	  sample,	  the	  vector	  sum	  of	  the	  sample	  nuclei’s	  magnetic	  moments.	  The	  subsequent	  relaxation	  is	  then	  detected	  and	  interpreted	  as	  NMR	  signal.	  The	  Larmor	  frequency,	  ν0,	  is	  shown	  in	  equation	  (5).	  Larmor	  frequency	  is	  also	  commonly	  expressed	  in	  terms	  of	  angular	  frequency,	  as	  in	  equation	  (6).	  	  
ν0	  =	  γB0/2π	   (5)	   	   ω	  =	  γB0	   (6)	  





Figure	  1-­‐3.6	  Proton	  precessing	  about	  a	  magnetic	  field	  in	  a	  gyroscopic	  motion.	  	  	  When	  electromagnetic	  radiation	  at	  the	  Larmor	  frequency	  passes	  through	  the	  sample,	  the	  magnetic	  moments	  of	  the	  sample	  nuclei	  align	  as	  they	  tip	  into	  the	  transverse	  plane	  (the	  x-­‐y	  plane),	  as	  shown	  in	  Figure	  1-­‐4.8	  	  The	  pulse	  of	  radiation	  that	  plays	  a	  role	  in	  this	  process	  is	  commonly	  referred	  to	  as	  the	  “RF	  pulse”	  because	  the	  Larmor	  frequency	  is	  in	  the	  radiofrequency	  range	  of	  electromagnetic	  radiation.	  
	  




gyromagnetic	  ratio,	  B1,	  the	  magnetic	  field	  strength	  of	  the	  RF	  magnetic	  field,	  and	  tp,	  the	  duration	  of	  the	  RF	  pulse:	   α	  =	  γB1tp	   (7)	  The	  MRI	  instrument	  is	  designed	  such	  that	  its	  detector	  only	  measures	  precessing	  magnetic	  moments	  in	  the	  transverse	  plane.	  	  After	  M0,	  or	  a	  projection	  of	  M0	  when	  α	  <	  90˚,	  rotates	  into	  the	  transverse	  plane,	  the	  RF	  pulse	  is	  switched	  off.	  	  At	  that	  moment,	  all	  nuclear	  spin	  magnetic	  moments	  are	  in	  phase	  in	  the	  x-­‐y	  plane,	  still	  precessing	  in	  a	  circular	  motion	  about	  the	  z-­‐axis	  at	  the	  Larmor	  frequency.	  	  These	  nuclear	  spin	  magnetic	  moments	  can	  be	  represented	  by	  the	  magnetization	  vector	  Mxy,	  as	  shown	  in	  Figure	  1-­‐5.	  	  	  
	  




of	  T1	  relaxation	  is	  dependent	  on	  magnetic	  field	  strength,	  and	  can	  be	  expressed	  in	  the	  following	  equation	  as	  Mz	  recovers	  to	  M0:	  Mz(t)	  =	  M0(1	  –	  e-­‐t/T1)	  (8)	  The	  entire	  process	  lasts	  up	  to	  several	  seconds	  (Fig.	  1-­‐6).	  	  	  	  
	  




source	  of	  this	  signal,	  known	  as	  the	  Free	  Induction	  Decay	  (FID),	  is	  the	  magnetic	  field	  vector	  Mxy	  that	  is	  both	  precessing	  about	  the	  “z-­‐axis”	  in	  a	  sinusoidal	  motion	  and	  steadily	  decreasing	  in	  magnitude	  as	  nuclear	  spins	  dephase	  (Fig.	  1-­‐7).	  	  
	  
Figure	  1-­‐7.8	  The	  FID	  originates	  from	  the	  detectable	  net	  magnetization	  vector	  that	  oscillates	  in	  the	  transverse	  plane	  at	  the	  Larmor	  freuquency	  after	  the	  RF	  pulse.	  	  Its	  characteristic	  signal	  decay	  is	  a	  product	  of	  spin	  dephasing.	  
	  FID	  signal	  can	  also	  be	  quantified	  mathematically	  by	  the	  following	  equation,	  for	  which	  cosω0t	  accounts	  for	  the	  oscillating	  signal	  and	  e-­‐t/T2*	  accounts	  for	  signal	  decay:	  Mxy(t)	  =	  M0e-­‐t/T2*(cosω0t)	   (10)	  





Tissue	   T1	  Relaxation	  Time	  
(msec)	  





White	  Matter	   510	   67	   	   0.61	  
Gray	  Matter	   760	   77	   	   0.60	  
Edema	   900	   126	   	   0.86	  
CSF	   2350	   180	   	   1.00	  
Table	  1-­‐1.5	  Different	  tissues	  containing	  different	  numbers	  of	  mobile	  protons,	  N(H),	  have	  inherently	  different	  T1	  and	  T2	  relaxation	  times.	  
	  	   Because	  T1,	  T2	  and	  T2*	  relate	  to	  the	  physical	  properties	  of	  the	  sample,	  contrast	  in	  MRI	  is	  typically	  controlled	  by	  regulating	  how	  much	  and	  when	  signal	  is	  collected.*	  	  The	  two	  adjustable	  parameters	  that	  can	  be	  used	  to	  manipulate	  contrast	  are	  the	  repetition	  time,	  TR,	  and	  the	  echo	  delay	  time,	  TE.	  	  By	  definition,	  TR	  refers	  to	  the	  time	  at	  which	  an	  RF	  pulse	  is	  reapplied	  in	  an	  imaging	  experiment.	  	  By	  repeatedly	  applying	  RF	  pulses	  (normally	  90°	  pulses),	  the	  magnetization	  vector,	  Mz,	  can	  be	  prevented	  from	  returning	  to	  the	  z-­‐axis,	  at	  which	  signal	  cannot	  be	  detected	  and	  Mz	  =	  M0	  (Fig.	  1-­‐8).	  	  In	  other	  words,	  reducing	  TR	  enhances	  signal	  in	  the	  transverse	  plane	  due	  to	  the	  T1	  effect,	  spin	  relaxation.	  	  Images	  that	  primarily	  incorporate	  signal	  due	  to	  the	  T1	  effect	  are	  known	  as	  T1-­‐weighted	  images.	  	  
	  





Figure	  1-­‐8.5	  A	  vector	  component	  of	  Mxy	  is	  maintained	  in	  the	  transverse	  plane	  by	  implementing	  an	  RF	  pulse	  at	  each	  TR.	  	  In	  doing	  so,	  a	  detectable	  MR	  signal	  is	  maintained.	  
	   In	  the	  best-­‐case	  scenario,	  if	  FIDs	  are	  measured	  immediately	  after	  each	  TR	  interval,	  then	  maximum	  signal	  will	  be	  collected	  (Fig.	  1-­‐9).	  However,	  the	  instrument	  is	  limited	  by	  the	  time	  it	  takes	  to	  apply	  magnetic	  field	  gradients.	  	  As	  a	  result,	  there	  is	  an	  adjustable	  period	  of	  time,	  TE,	  to	  record	  a	  measurement	  from	  the	  FID,	  which	  is	  called	  an	  “echo.”	  	  After	  the	  RF	  pulse	  is	  shut	  off,	  spin	  dephasing	  begins	  to	  occur	  due	  to	  proton-­‐proton	  interactions	  as	  part	  of	  the	  T2	  effect.	  	  The	  longer	  TE	  is	  extended,	  the	  more	  signal	  decay	  will	  occur.	  	  Therefore,	  a	  longer	  TE	  results	  in	  a	  more	  prominent	  T2	  effect.	  	  Images	  that	  primarily	  incorporate	  signal	  due	  to	  the	  T2	  effect	  are	  known	  as	  T2-­‐weighted	  images.	  	  
	  




In	  summary,	  signal	  intensity	  can	  be	  fully	  characterized	  by	  the	  following	  equation,	  for	  which	  SI	  is	  signal	  intensity	  and	  N(H)	  is	  the	  number	  of	  mobile	  protons:	  SI	  =	  N(H)(e-­‐TE/T2)(1	  -­‐	  e-­‐TR/T1)	   (11)5	  In	  an	  imaging	  experiment,	  to	  obtain	  desirable	  contrast,	  it	  is	  important	  to	  consider:	  1. T1	  weighted	  contrast	  is	  enhanced	  with	  a	  short	  TR	  and	  a	  short	  TE.	  	  These	  parameters	  allow	  signal	  to	  be	  collected	  before	  the	  longitudinal	  magnetizations	  of	  nuclear	  magnetic	  moments	  fully	  recover,	  and	  before	  differences	  in	  T2	  (transverse	  magnetization)	  decay	  become	  pronounced.	  2. T2	  and	  T2*	  weighted	  contrast	  is	  enhanced	  with	  a	  long	  TR	  and	  a	  long	  TE.	  	  	  This	  is	  because	  these	  parameters	  allow	  for	  signal	  to	  be	  collected	  when	  differences	  in	  T1	  (longitudinal	  magnetization)	  recovery	  are	  less	  pronounced	  between	  tissues,	  and	  differences	  in	  T2	  (transverse	  magnetization)	  decay	  rate	  are	  more	  pronounced.	  Last,	  it	  is	  important	  to	  recognize	  that	  good	  contrast	  implies	  relative	  differences	  in	  signal	  intensities	  between	  neighboring	  tissues.	  	  Good	  contrast	  can	  be	  vital	  to	  the	  success	  of	  a	  study.	  	  Without	  it,	  healthy	  tissue	  and	  neighboring	  tumor	  cells	  may	  not	  be	  differentiable.	  	  (This	  is	  just	  one	  example.)	  	  For	  this	  reason,	  one	  must	  choose	  appropriate	  TR	  and	  TE	  values	  that	  that	  yield	  substantial	  differences	  in	  signal	  intensity	  among	  tissues	  at	  TE	  either	  on	  the	  basis	  of	  T1	  or	  T2	  relaxation	  times.	  	  	  	  





















1.2 Functional	  MRI	  Functional	  MRI	  (fMRI)	  is	  a	  powerful	  imaging	  technique,	  as	  it	  allows	  the	  non-­‐invasive	  measurement	  of	  neuronal	  activity	  in	  response	  to	  a	  stimulus.	  	  This	  section	  will	  review	  the	  fundamental	  concepts	  and	  methodologies	  relevant	  to	  acquiring	  a	  functional	  magnetic	  resonance	  image.	  	  





Figure	  1-­‐13.9	  Diagram	  of	  the	  hemodynamic	  response.	  	  Data	  in	  blue	  represents	  %	  changes	  in	  cerebral	  blood	  flow	  (CBF)	  over	  time.	  	  Data	  in	  black	  represents	  %	  changes	  in	  cerebral	  blood	  volume	  (CBV)	  over	  time.	  	  Data	  in	  red	  represents	  %	  changes	  in	  blood	  oxygen	  level	  dependent	  (BOLD)	  signal	  over	  time.	  
	  




greater	  than	  average	  amount	  of	  deoxygenated	  hemoglobin	  present	  that	  causes	  a	  reduction	  in	  signal.9	  	  
Pulse	  Sequences	  There	  are	  two	  main	  scanning	  methodologies	  employed	  in	  functional	  MRI:	  spin	  echo	  (SE)	  and	  gradient	  echo	  (GE)	  pulse	  sequences.	  SE	  images	  rely	  on	  T2	  contrast	  while	  GE	  images	  rely	  on	  T2*	  contrast.	  Thus,	  the	  objective	  for	  a	  pulse	  sequence	  in	  a	  functional	  imaging	  experiment	  is	  to	  maximize	  contrast	  from	  T2	  or	  T2*	  relaxation	  in	  order	  to	  enhance	  the	  instrument’s	  sensitivity	  to	  the	  neuronal	  response.	  	  	   Echo-­‐planar	  imaging	  (EPI),	  a	  GE	  pulse	  sequence,	  is	  the	  most	  commonly	  used	  fast	  imaging	  method	  due	  to	  its	  short	  acquisition	  time	  and	  sensitivity	  to	  T2*	  contrast.	  EPI	  works	  on	  the	  basic	  principle	  that	  the	  entirety	  of	  k-­‐space	  can	  be	  filled	  following	  a	  single	  excitation	  by	  switching	  the	  magnetic	  field	  gradients	  rapidly	  back	  and	  forth	  (Fig.	  1-­‐14).9	  	  	  	  
	  




In	  order	  to	  achieve	  contrast,	  all	  of	  k-­‐space	  must	  be	  filled	  before	  substantial	  T2*	  decay	  has	  occurred,	  which	  is	  why	  this	  technology	  was	  limited	  until	  the	  early	  1990s,	  when	  sufficiently	  powerful	  gradient	  systems	  had	  the	  capacity	  to	  rapidly	  switch	  on	  and	  off.9	  	   In	  single-­‐shot	  echo-­‐planar	  imaging,	  the	  phase-­‐encoding	  gradient	  is	  on	  continuously	  while	  the	  sign	  of	  the	  frequency	  encoding	  gradient	  inverts	  with	  each	  echo	  collected	  throughout	  a	  single	  TR.	  	  This	  pulse	  sequence	  allows	  k-­‐space	  to	  be	  filled	  rapidly	  and	  continuously	  in	  a	  zig-­‐zag	  pattern	  (Fig.	  1-­‐15).	  	  This	  form	  of	  acquisition	  is	  particularly	  taxing	  on	  the	  magnetic	  field	  gradients	  and	  raw	  data	  must	  be	  sorted	  and	  realigned	  to	  correct	  acquisition	  errors	  due	  to	  the	  zig-­‐zag	  trajectory.9	  These	  technical	  issues	  were	  addressed	  with	  the	  advent	  of	  “blipped	  EPI,”	  a	  method	  in	  which	  the	  phase	  encode	  gradient	  is	  applied	  in	  brief	  intervals,	  filling	  the	  same	  number	  of	  k-­‐space	  lines	  in	  the	  same	  odd-­‐even	  fashion	  without	  any	  required	  turnaround	  (Fig.	  1-­‐16a	  &	  b).5	  As	  a	  result,	  this	  method	  produces	  far	  fewer	  errors	  post-­‐acquisition	  during	  Fourier	  transform.5	  
	  
	  





Figure	  1-­‐16.5	  Blipped	  EPI	  (a)	  pulse	  sequence	  diagram	  and	  (b)	  trajectory	  in	  k-­‐space.	  	  
	  





Figure	  1-­‐17.5	  In	  RARE	  image	  acquisitions,	  multiple	  refocusing	  pulses	  occur	  with	  within	  one	  TR.	  	  After	  each	  refocusing	  pulse,	  an	  echo	  is	  collected	  that	  fills	  several	  lines	  of	  k-­‐space.	  	  This	  method	  allows	  us	  to	  acquire	  data	  at	  a	  far	  more	  rapid	  pace	  in	  comparison	  to	  CSE	  pulse	  sequences.	  	  	  RARE	  has	  the	  ability	  to	  acquire	  an	  image	  more	  rapidly	  than	  CSE	  pulse	  sequences	  because	  it	  collects	  multiple	  echoes	  within	  each	  TR,	  and	  then	  fills	  k-­‐space	  with	  all	  of	  the	  collected	  signals	  at	  once	  before	  repeating	  the	  process	  (Fig.	  1-­‐18).	  This	  strategy	  allows	  RARE	  to	  acquire	  images	  many	  times	  faster	  than	  a	  CSE	  method	  that	  would	  take	  an	  entire	  repetition	  time	  to	  record	  a	  single	  line	  of	  signal	  in	  k-­‐space.	  	  
	  




Experimental	  Design	  and	  Post-­‐processing	  Functional	  imaging	  experiments	  aimed	  at	  determining	  the	  location	  of	  a	  neuronal	  response	  are	  best	  suited	  for	  a	  “block”	  experimental	  design.12	  In	  a	  block	  design	  (Fig.	  1-­‐19),	  the	  subject’s	  neuronal	  response	  to	  the	  experimental	  stimulus	  is	  recorded	  during	  “task”	  or	  “on”	  periods.	  Meanwhile,	  during	  “rest”	  or	  “off”	  periods,	  functional	  images	  are	  acquired	  of	  the	  baseline	  BOLD	  signal.	  	  	  
	  
	  
Figure	  1-­‐1912.	  A	  block	  paradigm	  for	  an	  fMRI	  experiment	  incorporates	  repeated	  cycles	  in	  which	  the	  neuronal	  response	  to	  a	  stimulus	  is	  measured	  during	  task	  periods,	  and	  baseline	  BOLD	  signal	  is	  measured	  during	  rest	  periods.	  	  
	  




	   Once	  images	  are	  acquired	  according	  to	  an	  experimental	  paradigm,	  the	  basic	  concept	  of	  functional	  image	  processing	  is	  to	  subtract	  baseline	  signal	  associated	  with	  rest	  periods	  from	  signal	  associated	  with	  the	  cognitive	  task.	  	  However,	  there	  exist	  a	  number	  of	  processing	  and	  data	  analysis	  steps	  necessary	  to	  maximize	  signal,	  correct	  for	  errors	  in	  instrumental	  acquisition,	  and	  provide	  statistically	  relevant	  data.	  These	  pre-­‐processing	  steps	  are	  usually	  implemented	  by	  a	  software	  package	  such	  as	  statistical	  parametric	  mapping	  (SPM)	  and	  commonly	  include	  the	  following:12	  
 Correction	  for	  common	  artifacts	  associated	  with	  echo-­‐planar	  imaging	  such	  as	  distortion	  and	  signal	  dropout.	  
 Slice	  timing	  correction.	  
 Correction	  for	  motion	  artifacts.	  
 Global	  intensity	  normalization,	  which	  is	  implemented	  in	  areas	  of	  fluctuating	  BOLD	  signal.	  
 Spatial	  normalization,	  which	  is	  most	  often	  used	  when	  data	  from	  multiple	  subjects	  must	  be	  fit	  to	  a	  common	  template.	  




One	  final	  important	  point	  to	  consider	  is	  that	  fMRI	  is	  a	  useful	  predictor	  of	  neuronal	  activity,	  but	  all	  fMRI	  data	  are	  considered	  correlational.9	  In	  other	  words,	  functional	  images	  can	  relate	  an	  event	  to	  a	  neuronal	  response,	  but	  they	  cannot	  establish	  a	  cause	  and	  effect	  relationship.	  For	  this	  reason,	  fMRI	  serves	  in	  many	  ways	  as	  a	  source	  of	  support	  for	  assertions	  made	  by	  other	  experimental	  methods	  that	  do	  implicate	  causation,	  such	  as	  electrophysiology.9	  	  
1.3 Songbird	  fMRI	  	  Functional	  MRI	  is	  becoming	  an	  increasingly	  popular	  tool	  in	  the	  field	  of	  songbird	  research	  due	  to	  its	  ability	  to	  non-­‐invasively	  provide	  whole-­‐brain	  information	  relating	  to	  neural	  connectivity	  and	  function.	  	  This	  section	  will	  serve	  as	  an	  overview	  of	  the	  homologies	  motivating	  the	  study	  of	  songbird	  vocal	  learning,	  and	  introduce	  the	  technical	  challenges	  relevant	  to	  contemporary	  songbird	  imaging.	  	  









Figure	  1-­‐20.2	  Map	  of	  the	  songbird	  brain	  incorporating	  the	  auditory	  and	  vocal	  pathways,	  and	  their	  relevant	  structures.	  	  	  
	  








Human	  Brain	   Songbird	  Brain	  
Neocortex	   Pallium	  (hyperpallium,	  mesopallium,	  
nidopallium	  and	  arcopallium)	  
Primary	  auditory	  cortex	   Field	  L	  
Auditory	  association	  cortex	  (namely	  belt	  
and	  parabelt	  regions)	  
NCM	  and	  CMM	  
Basal	  ganglia	   AFP	  loop	  in	  song	  system	  
Broca’s	  Area	   HVC	  
Anterior	  Cingulate	   LMAN	  
	  
Table	  1-­‐2.2	  Researchers	  have	  identified	  a	  number	  of	  direct	  physiological	  homologies	  between	  the	  human	  brain	  and	  the	  songbird	  brain.	  
	  	  	  After	  the	  sequencing	  of	  the	  zebra	  finch	  genome,	  a	  number	  of	  genetic	  similarities	  between	  songbird	  and	  human	  vocalization	  were	  also	  discovered.	  Most	  notably,	  mutations	  in	  the	  transcription	  factor	  FOXP2	  have	  been	  specifically	  linked	  with	  the	  speech	  disorder,	  developmental	  verbal	  dyspraxia,	  found	  in	  humans.2	  Likewise,	  when	  FOXP2	  levels	  were	  experimentally	  reduced	  in	  zebra	  finches,	  juveniles	  could	  only	  partially	  copy	  the	  tutor	  song.	  Those	  elements	  of	  the	  tutor	  song	  that	  were	  copied	  were	  done	  so	  less	  accurately,	  and	  varied	  from	  rendition	  to	  rendition.2	  Altogether,	  FOXP2	  knockdown’s	  implications	  for	  song	  learning	  were	  highly	  similar	  to	  those	  for	  humans	  with	  DVD	  who	  are	  heterozygous	  for	  the	  FOXP2	  mutation,	  and	  thus	  have	  difficulty	  producing	  complete	  and	  accurate	  word	  pronunciations.2	  	  




















2	   Materials	  and	  Methods	  




Wellesley	  College	  Institutional	  Animal	  Care	  and	  Use	  Committee	  and	  that	  conform	  to	  the	  standards	  set	  forth	  in	  the	  National	  Institute	  of	  Health	  Guide	  for	  the	  Care	  and	  Use	  of	  Laboratory	  Animals.18	  The	  day	  after	  birth	  was	  considered	  postnatal	  day	  (PND)	  1,	  and	  images	  were	  acquired	  on	  PND	  55.	  Wild	  type	  (WT)	  and	  HET	  mice	  in	  the	  Wellesley	  College	  animal	  facility,	  such	  as	  the	  one	  used	  in	  the	  experiment,	  were	  weaned	  on	  PND	  21,	  on	  which	  day	  they	  were	  separated	  by	  sex	  into	  cages	  containing	  between	  two	  and	  four	  mice	  in	  total.18	  Like	  the	  birds,	  the	  mice	  were	  exposed	  to	  a	  12	  hour	  light/dark	  cycle	  and	  were	  provided	  with	  a	  constant	  supply	  of	  food	  and	  water.	  	  Systematic	  ear	  clippings	  identified	  mice	  in	  each	  cage.	  	  Ear	  samples	  were	  then	  used	  for	  genotyping	  at	  Mouse	  Genotype	  in	  Carlsbad,	  CA.	  	  
	  
2.2	   Magnetic	  Resonance	  Imaging	  Brain	  MR	  images	  were	  acquired	  from	  male	  and	  female	  adult	  zebra	  finches	  (>80	  dph)	  on	  a	  9.4	  T	  Bruker	  Avance	  400	  MHz	  vertical	  bore	  NMR	  spectrometer	  (2.4	  G/cm/A	  gradient	  strength).	  	  Images	  were	  acquired	  using	  Bruker	  Paravision	  4.0	  software.	  	  Further	  image	  processing,	  including	  activation	  mapping	  and	  statistical	  analysis,	  was	  completed	  using	  Statistical	  Parametric	  Mapping	  (SPM)	  8	  software.	  
	  




sedated.	  	  An	  exhaust	  tube	  located	  within	  the	  nose	  cone	  of	  the	  bed	  directed	  excess	  anesthesia	  into	  an	  external	  F/AIR	  Scavenger	  activated	  charcoal	  filter.	  	  The	  bird,	  positioned	  beak	  in	  nose	  cone,	  was	  secured	  in	  the	  acrylic	  bed	  using	  a	  layer	  of	  Kimtech	  Science	  Kimwipes®	  beneath	  3M	  MicroporeTM	  tape	  (Fig.	  2-­‐2).	  	  (The	  layer	  of	  Kimwipes®	  is	  intended	  to	  prevent	  the	  tape	  from	  damaging	  the	  bird’s	  feathers.)	  	  	  
	  









2.4	   Pulse	  Sequence	  Determination	  The	  optimal	  pulse	  sequence	  for	  fMRI	  was	  determined	  by	  the	  comparison	  of	  two	  different	  imaging	  methodologies.	  	  Echo	  Planar	  Imaging	  (EPI),	  a	  gradient	  echo	  pulse	  sequence	  often	  used	  for	  fMRI,	  was	  applied	  to	  a	  cylindrical	  phantom,	  then	  to	  a	  mouse	  and	  a	  zebra	  finch.	  	  Subsequently,	  a	  RARE	  (rapid	  acquisition	  with	  relaxation	  enhancement)	  pulse	  sequence	  was	  used	  to	  image	  the	  zebra	  finch	  brain.	  	  For	  each	  pulse	  sequence,	  MRI	  parameters	  were	  experimentally	  adjusted	  to	  attain	  optimal	  image	  quality.	  	  
2.5	   MRI	  Parameters	   	  A	  predetermined	  shim	  file	  corresponding	  to	  the	  subject	  was	  loaded	  prior	  to	  each	  imaging	  session.	  All	  bird	  subjects	  were	  imaged	  according	  to	  a	  mouse	  shim	  due	  to	  the	  challenges	  of	  creating	  a	  homogeneous	  magnetic	  field	  over	  the	  air	  cavities	  in	  the	  songbird	  brain.	  	  Tuning	  and	  matching	  of	  the	  radiofrequency	  coils	  housed	  in	  the	  MRI	  probe	  preceded	  all	  image	  acquisitions.	  	  Following	  initial	  tuning	  and	  matching,	  each	  imaging	  session	  began	  with	  the	  use	  of	  a	  “RARE_tripilot”	  overview	  scan	  to	  confirm	  the	  proper	  positioning	  of	  the	  bird	  or	  mouse	  brain.	  	  “RARE_tripilot”	  scans	  were	  acquired	  in	  three	  orthogonal	  slices	  (Table	  2-­‐1).	  	  For	  all	  image	  acquisitions	  of	  animal	  subjects	  following	  the	  overview	  scan,	  fat	  suppression	  and	  motion	  suppression	  were	  applied	  to	  minimize	  signal	  from	  fat	  and	  reduce	  any	  motion	  artifacts	  due	  to	  physiological	  movement,	  respectively.	  	  
TR	   TE	   RARE	  Factor	   Number	  of	  
Averages	  
Matrix	  Size	   Field	  of	  View	  
(FOV)	  
2000.000	  ms	   12.5	  ms	   8	   1	   128	  x	  128	  
pixels	  
2.56	  x	  2.56	  
cm2	  





Anatomical	  Image	  Acquisition	  All	  anatomical	  images	  were	  acquired	  using	  a	  “RARE_8_bas	  Params”	  T2	  weighted	  pulse	  sequence	  (Table	  2-­‐2).	  	  15	  contiguous	  coronal	  slices	  (slice	  thickness	  =	  0.75	  mm;	  interslice	  distance	  =	  0.75	  mm)	  were	  acquired	  of	  the	  subject	  using	  “RARE_tripilot”	  images	  to	  position	  the	  field	  of	  view.	  	  
TR	   TE	   RARE	  Factor	   Number	  of	  
Averages	  
Matrix	  Size	   Field	  of	  View	  
(FOV)	  
3109.632	  ms	   15	  ms	   8	   8	   256	  x	  256	  
pixels	  
2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
Table	  2-­‐2.	  Parameters	  for	  anatomical	  image	  acquisition	  with	  a	  RARE_8_bas	  Prams	  pulse	  sequence.	  
	  




Acquisition	   1	   2	   3	  
Pulse	  Sequence	   EPI_bas	   EPI_bas	  
(EPI_bas_64_agg)	  
EPI_bas	  
TR	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	  
TE	   30	  ms	   30	  ms	   30	  ms	  
Number	  of	  
Averages	  
1	   1	   1	  
Matrix	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Field	  of	  View	  
(FOV)	  
2.0	  x	  2.0	  cm2	   2.0	  x	  2.0	  cm2	   2.0	  x	  2.0	  cm2	  
Slice	  Thickness	   0.5	  mm	   0.5	  mm	   0.5	  mm	  
Interslice	  Distance	   0.5	  mm	   0.5	  mm	   0.5	  mm	  
Trajectory	  
Measurement	  
Yes	   No	   No	  
Use	  Trajectory	  For	  
Reconstruction	  
No	   Yes	   No	  
Table	  2-­‐3.	  Parameters	  for	  echo	  planar	  image	  acquisition	  using	  an	  EPI_bas	  pulse	  sequence.	  	  A	  trajectory	  measurement	  was	  applied	  in	  Acquisition	  1,	  followed	  by	  a	  trajectory	  reconstruction	  in	  Acquisition	  2,	  whose	  scan	  protocol	  was	  later	  saved	  with	  the	  name	  “EPI_bas_64_agg.”	  	  Acquisition	  3	  incorporated	  neither	  a	  trajectory	  measurement	  nor	  a	  trajectory	  reconstruction.	  	  
	  




EPI	  Image	  Acquisition	  with	  a	  Zebra	  Finch	  Subject	  A	  Fastmap_8mm	  scan	  was	  applied	  at	  the	  start	  of	  the	  experiment	  to	  adjust	  first	  and	  second	  order	  shims	  over	  a	  3	  x	  3	  x	  3	  mm3	  cubic	  region.	  	  Twelve	  contiguous	  images	  were	  acquired	  of	  a	  zebra	  finch	  brain	  using	  the	  “EPI_bas_params”	  pulse	  program	  (Table	  2-­‐3,	  Acquisition	  3).	  	  Both	  axial	  and	  sagittal	  views	  were	  acquired.	  	  In	  a	  follow-­‐up	  zebra	  finch	  scan,	  the	  number	  of	  dummy	  scans	  was	  increased	  to	  30	  for	  the	  sagittal	  view.	  	  Echo	  planar	  imaging	  was	  also	  attempted	  with	  trajectory	  reconstruction	  using	  the	  pulse	  program	  “EPI_bas_64_agg”	  (Table	  2-­‐3,	  Acquisition	  2).	  
	  




Acquisition	   1	   2	   3	   4	   5	  
Pulse	  Sequence	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	  
TR	   3109.632	  
ms	  






TE	   15	  ms	   15	  ms	   15	  ms	   15	  ms	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	   8	   8	   12	   16	  
Number	  of	  
Averages	  
8	   1	   1	   1	   1	  
Matrix	  Size	   256	  x	  256	  
pixels	  
256	  x	  256	  
pixels	  
256	  x	  256	  
pixels	  
256	  x	  256	  
pixels	  
256	  x	  256	  
pixels	  
Field	  of	  View	  
(FOV)	  
2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
Slice	  Thickness	   0.5	  mm	   0.5	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Interslice	  
Distance	  
0.5	  mm	   0.5	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  








Acquisition	   1	   2	   3	  
Pulse	  Sequence	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	  
TR	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	   15	  ms	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	   8	   12	  
Number	  of	  
Averages	  
1	   1	   1	  
Matrix	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   32	  x	  32	  pixels	   32	  x	  32	  pixels	  
Field	  of	  View	  
(FOV)	  
1.60	  x	  1.60	  cm2	   1.60	  x	  1.60	  cm2	   1.60	  x	  1.60	  cm2	  
Slice	  Thickness	   0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Interslice	  
Distance	  
0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  




output	  size	  of	  64	  x	  64	  pixels	  to	  double	  the	  resolution	  of	  the	  resultant	  image	  (Table	  2-­‐6,	  Acquisition	  3).	  	  	  
Acquisition	   1	   2	   3	  
Pulse	  Sequence	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	  
TR	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	   15	  ms	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	   8	   8	  
Number	  of	  Averages	   1	   1	   1	  
Zero	  Fill	  Acceleration	   1	   2	   1	  
Matrix	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	   32	  x	  32	  pixels	  
Acquisition	  Matrix	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  32	  pixels	   32	  x	  32	  pixels	  
Output	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Reconstruction	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Field	  of	  View	  (FOV)	   2.56	  x	  2.56	  cm2	   2.56	  x	  2.56	  cm2	   2.56	  x	  2.56	  cm2	  
Slice	  Thickness	   0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Interslice	  Distance	   0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Table	  2-­‐6.	  Parameters	  for	  RARE	  image	  acquisitions	  using	  a	  RARE_8_bas	  pulse	  sequence.	  	  Experiments	  aimed	  at	  testing	  the	  effects	  of	  zero	  filling,	  output	  size	  and	  reconstruction	  size	  on	  scan	  time,	  resolution,	  and	  SNR.	  	  	  
	  




Acquisition	   1	   2	   3	   4	  
Pulse	  
Sequence	  
RARE_8_bas	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	  
TR	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	   15	  ms	   15	  ms	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	   8	   8	   8	  
Number	  of	  
Averages	  
8	   4	   2	   1	  
Matrix	  Size	   32	  x	  32	  pixels	   32	  x	  32	  pixels	   32	  x	  32	  pixels	   32	  x	  32	  pixels	  
Field	  of	  View	  
(FOV)	  
2.56	  x	  2.56	  cm2	   2.56	  x	  2.56	  cm2	   2.56	  x	  2.56	  cm2	   2.56	  x	  2.56	  cm2	  
Slice	  
Thickness	  
0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Interslice	  
Distance	  
0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  




Acquisition	   1	   2	  
Pulse	  Sequence	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	  
TR	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	   8	  
Number	  of	  Averages	   1	   1	  
Matrix	  Size	   32	  x	  32	  pixels	   32	  x	  32	  pixels	  
Output	  Size	   32	  x	  32	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Reconstruction	  Size	   32	  x	  32	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Field	  of	  View	  (FOV)	   2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
Slice	  Thickness	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Interslice	  Distance	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Table	  2-­‐8.	  Parameters	  for	  RARE	  image	  acquisitions	  using	  a	  RARE_8_bas	  pulse	  sequence.	  	  Experiments	  aimed	  at	  testing	  the	  effect	  of	  increasing	  output	  size	  and	  reconstruction	  size.	  	  	  




Acquisition	   1	   2	  
Pulse	  Sequence	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	  
TR	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	   8	  
Number	  of	  
Averages	  
1	   1	  
Matrix	  Size	   32	  x	  32	  pixels	   64	  x	  32	  pixels	  
Field	  of	  View	  (FOV)	   2.56	  x	  2.56	  cm2	   2.56	  x	  2.56	  cm2	  
Slice	  Thickness	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Interslice	  Distance	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Table	  2-­‐9.	  	  Parameters	  for	  RARE	  image	  acquisitions	  using	  a	  RARE_8_bas	  pulse	  sequence.	  	  Experiments	  aimed	  at	  testing	  the	  effect	  of	  matrix	  size	  on	  scan	  time,	  resolution,	  SNR	  ratio	  and	  distortions.	  	  	  	  	   	  





	   Conspecific	  Song	   	   Conspecific	  Song	   	   Conspecific	  Song	   	   Conspecific	  Song	  	  	   Axial	  Slices	   	  	   Axial	  Slices	   	  	   Sagittal	  Slices	   	  	   Sagittal	  Slices	  	  	   40	  s	   	  	   40	  s	   	  	   40	  s	   	  	   40	  s	  	  Silence	   	  	   Silence	  	   	  	   Silence	  	   	  	   Silence	   	  	  Axial	  Slices	   	  	   Axial	  Slices	   	  	   Sagittal	  Slices	   	  	   Sagittal	  Slices	   	  	  40	  s	   	   40	  s	   	   40	  s	   	   40	  s	   	  
Figure	  2-­‐3.	  Functional	  images	  were	  acquired	  of	  the	  brain	  of	  an	  adult	  zebra	  finch	  that	  had	  undergone	  normal	  song	  development.	  	  The	  subject	  was	  subjected	  to	  four	  40	  second	  periods	  of	  silence	  alternating	  with	  four	  40	  second	  periods	  of	  exposure	  to	  random	  conspecific	  song.	  	  Acquisitions	  were	  evenly	  distributed	  among	  axial	  and	  sagittal	  slices.	  	  	  	  
Pulse	  Sequence	   RARE-­‐fMRI-­‐
TR2000	  
TR	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	  
Number	  of	  Averages	   3	  
Number	  of	  Dummy	  Scans	   2	  
Matrix	  Size	   64	  x	  32	  pixels	  
Field	  of	  View	  (FOV)	   2.56	  x	  2.56	  
cm2	  
Output	  Size	   64	  x	  32	  pixels	  
Reconstruction	  Size	   64	  x	  32	  pixels	  
Number	  of	  Slices	   15	  
Slice	  Thickness	   0.75	  mm	  
Interslice	  Distance	   0.75	  mm	  




	   	  




Acquisition	   1	   2	  
Pulse	  Sequence	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	  
TR	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	   8	  
Number	  of	  Averages	   3	   3	  
Zero	  Fill	  
Acceleration	  
1	   2	  
Matrix	  Size	   32	  x	  32	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Acquisition	  Matrix	   32	  x	  32	  pixels	   64	  x	  32	  pixels	  
Output	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Reconstruction	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Field	  of	  View	  (FOV)	   1.40	  x	  1.40	  cm2	   1.40	  x	  1.40	  cm2	  
Slice	  Thickness	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  
Interslice	  Distance	   0.75	  mm	   0.75	  mm	  




Pulse	  Sequence	   RARE_8_bas	  
TR	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	  
RARE	  Factor	   8	  
Number	  of	  Averages	   3	  
Number	  of	  Dummy	  Scans	   2	  
Matrix	  Size	   32	  x	  32	  pixels	  
Field	  of	  View	  (FOV)	   1.40	  x	  1.40	  cm2	  
Output	  Size	   64	  x	  64	  pixels	  
Reconstruction	  Size	   64	  x	  64	  pixels	  
Number	  of	  Slices	   15	  
Slice	  Thickness	   0.75	  mm	  
Interslice	  Distance	   0.75	  mm	  
Table	  2-­‐12.	  	  Parameters	  for	  RARE	  image	  acquisitions	  using	  RARE-­‐fMRI-­‐TR2000	  and	  RARE_8_bas	  pulse	  sequences.	  	  Experiments	  aimed	  at	  testing	  the	  BOLD	  response	  in	  an	  adult	  male	  songbird	  exposed	  to	  conspecific	  song	  played	  by	  external	  speakers.	  	  	  
	  
	  
2.6	   fMRI	  Paradigm	   	  Sound	  stimuli	  were	  constructed	  from	  original	  recordings	  of	  adult	  male	  zebra	  finches	  made	  using	  2011	  SP1	  (32-­‐bit)	  6-­‐channel	  detect-­‐record	  v2.0	  software	  in	  conjunction	  with	  a	  SHURE	  93	  recording	  system	  attached	  to	  a	  NADY	  Audio	  PRA-­‐8	  8	  channel	  mic	  pre-­‐amplifier.	  	  Praat	  phonetics	  software	  was	  used	  to	  build	  a	  paradigm	  consisting	  of	  40	  second	  task	  periods	  and	  40	  second	  rest	  periods	  (Fig.	  2-­‐3).	  	  Task	  periods	  consisted	  of	  conspecific	  songs	  played	  to	  control	  birds	  (adults	  raised	  with	  a	  tutor)	  (Fig.	  2-­‐3).	  	  All	  rest	  periods	  consist	  of	  silence.	  	  








3	   Results	  and	  Discussion	  
3.1	   Pulse	  Sequence	  and	  Image	  Quality	  Assessment	  An	  important	  prerequisite	  for	  experimentation	  is	  attaining	  optimal	  image	  quality.	  	  This	  section	  comprises	  an	  in-­‐depth	  assessment	  of	  echo	  planar	  imaging	  (EPI)	  and	  Rapid	  Acquisition	  with	  Relaxation	  Enhancement	  (RARE)	  as	  candidates	  for	  functional	  imaging.	  	  Each	  pulse	  sequence’s	  ability	  to	  produce	  effective	  functional	  images	  relies	  on	  both	  scan	  time	  and	  image	  quality.	  	  In	  order	  to	  capture	  the	  hemodynamic	  response,	  imaging	  must	  occur	  on	  the	  scale	  of	  seconds.	  	  Image	  quality	  is	  determined	  by	  each	  pulse	  sequence’s	  resolution,	  signal-­‐to-­‐noise	  ratio	  (SNR)	  and	  predisposition	  towards	  susceptibility	  artifacts,	  which	  consist	  of	  signal	  dropout	  and	  spatial	  distortions.	  	  	  	  













EPI	  Image	  Acquisition	  with	  a	  Zebra	  Finch	  Subject	  MR	  images	  (Fig.	  3-­‐2a)	  were	  acquired	  of	  a	  zebra	  finch’s	  brain	  using	  the	  “EPI_bas_params”	  pulse	  program.	  “EPI_bas_params”	  contained	  the	  same	  pulse	  programming	  as	  “EPI_bas,”	  which	  was	  used	  in	  the	  previously	  described	  EPI	  experiment	  with	  a	  mouse	  subject.	  	  This	  new	  scan	  protocol	  differed	  from	  “EPI_bas”	  because	  its	  scan	  parameters	  (TR,	  TE,	  FOV,	  slice	  thickness	  and	  interslice	  distance)	  were	  pre-­‐set.	  	  However,	  these	  pre-­‐set	  values	  were	  identical	  to	  the	  ones	  used	  in	  the	  mouse	  experiment	  with	  “EPI_bas.”	  In	  that	  same	  imaging	  session,	  echo	  planar	  imaging	  was	  also	  applied	  with	  a	  trajectory	  reconstruction	  using	  the	  pulse	  program	  “EPI_bas_64_agg,”	  with	  the	  same	  pulse	  parameters	  as	  was	  used	  on	  a	  mouse	  in	  the	  previously	  described	  experiment	  (Fig.	  3-­‐2b).	  	  	  	  
	  









Figure	  3-­‐3.	  K-­‐space	  trajectory	  for	  a	  (a)	  single	  shot	  and	  (b)	  multi-­‐shot	  EPI	  pulse	  sequence.5	  
	   In	  conclusion,	  it	  is	  logical	  that	  susceptibility	  artifacts	  would	  appear	  in	  echo	  planar	  images	  of	  songbirds,	  whose	  skulls	  contain	  substantial	  air	  cavities.	  	  Meanwhile,	  mice	  contain	  minimal	  brain-­‐air	  interfaces,	  and	  therefore	  are	  less	  susceptible	  to	  this	  form	  of	  artifact.	  Thus,	  we	  introduced	  another	  pulse	  sequence	  to	  determine	  its	  capacity	  for	  rapid,	  high-­‐quality	  functional	  imaging.	  	  




of	  3109.632	  ms	  and	  with	  a	  minimized	  TR	  of	  120.568	  ms.	  	  Number	  of	  averages	  was	  also	  reduced	  from	  a	  8	  to	  1	  in	  this	  experiment.	  	  	  The	  reduction	  in	  TR	  and	  number	  of	  averages	  resulted	  in	  a	  scan	  time	  of	  only	  3.86	  seconds,	  but	  extremely	  poor	  image	  quality	  (Fig.	  3-­‐4b,	  Table	  3-­‐1).	  	  Table	  3-­‐1	  demonstrates	  that	  when	  TR	  and	  number	  of	  averages	  significantly	  decrease,	  signal-­‐to-­‐noise	  (SNR)	  ratio	  decreases	  to	  nearly	  1.	  	  The	  cylindrical	  phantom	  was	  not	  discernable	  from	  the	  background,	  suggesting	  that	  the	  TR	  was	  not	  long	  enough	  to	  apply	  a	  sufficient	  number	  of	  refocusing	  pulses	  and	  collect	  enough	  echoes	  to	  fill	  the	  256	  lines	  of	  k-­‐space	  required	  for	  a	  256	  x	  256	  matrix	  size.	  	  
	  
Figure	  3-­‐4.	  A	  cylindrical	  phantom	  was	  imaged	  using	  a	  “RARE_8_bas”	  pulse	  program	  with	  (a)	  a	  TR	  of	  3109.632	  ms	  and	  8	  averages,	  and	  (b)	  a	  TR	  of	  120.568	  ms	  and	  1	  average.	  	  	  	  
TR	   Number	  of	  Averages	   Scan	  Time	   SNR	  
3109.632	  ms	   8	   13	  min	  16.65	  s	   35.43	  
129.568	  ms	   1	   0	  min	  3.86	  s	   1.03	  




	   In	  a	  second	  experiment,	  RARE	  factor	  was	  increased	  from	  8	  to	  12	  to	  16	  while	  all	  other	  scan	  parameters	  were	  held	  constant.	  	  The	  data	  obtained	  from	  these	  trials	  showed	  that	  for	  this	  set	  of	  scan	  parameters,	  scan	  time	  could	  be	  significantly	  decreased	  when	  RARE	  factor	  is	  increased	  from	  8	  to	  12	  (Table	  3-­‐2).	  	  However,	  any	  further	  increase	  in	  RARE	  factor	  does	  not	  affect	  scan	  time	  (Table	  3-­‐2).	  	  Furthermore,	  each	  increase	  in	  RARE	  factor	  resulted	  in	  a	  significant	  decrease	  in	  SNR	  (Table	  3-­‐2,	  Fig.	  3-­‐6).	  	  	  Upon	  further	  inspection,	  it	  became	  evident	  that	  although	  scan	  time	  decreased	  as	  RARE	  factor	  was	  increased	  from	  8	  to	  12,	  increasing	  RARE	  factor	  also	  lead	  to	  a	  subsequent	  increase	  in	  TR	  (Table	  3-­‐2,	  Fig.	  3-­‐5).	  	  The	  explanation	  as	  to	  why	  scan	  time	  initially	  decreased	  while	  TR	  increased	  is	  that	  RARE	  factor	  refers	  to	  the	  number	  of	  180°	  refocusing	  pulses	  implemented	  and	  the	  number	  of	  echoes	  subsequently	  collected	  within	  a	  given	  TR.	  	  As	  a	  result,	  although	  TR	  has	  increased,	  the	  number	  echoes	  collected	  in	  each	  TR	  has	  also	  increased.	  	  Each	  echo	  translates	  to	  a	  line	  of	  data	  in	  k-­‐space,	  and	  k-­‐space	  is	  filled	  more	  quickly	  as	  a	  result	  of	  increased	  RARE	  factor.	  	  	  	  
	  





RARE Factor TR TE Effective TE Scan Time SNR 
8 2000.000 ms 15 ms 60 ms 64.000 s 5.02 
12 2843.520 ms 15 ms 90 ms 59.713 s 4.05 
16 3743.520 ms 15 ms 120 ms 59.896 s 3.17 
Table	  3-­‐2.	  The	  effect	  of	  changing	  RARE	  factor	  on	  scan	  time	  for	  a	  FSE	  “RARE_8_bas”	  pulse	  program.	  	  	  	  
	  




time	  was	  reduced	  from	  8	  seconds	  to	  5.6	  seconds	  when	  RARE	  factor	  was	  changed	  from	  8	  to	  12	  (Table	  3-­‐3).	  	  As	  explained	  previously,	  the	  reason	  for	  this	  is	  because	  k-­‐space	  could	  be	  filled	  in	  fewer	  repetition	  times	  due	  to	  the	  increased	  number	  of	  echoes	  collected	  in	  each	  TR.	  	  However,	  SNR	  underwent	  a	  moderate	  decrease	  from	  40.07	  to	  33.72	  (Table	  3-­‐3).	  	  This	  makes	  sense,	  because	  TR	  is	  increased,	  meanwhile	  TE	  remains	  constant.	  	  This	  allows	  for	  more	  longitudinal	  relaxation	  of	  the	  nuclear	  magnetic	  moments	  in	  the	  sample.	  	  This	  leads	  to	  a	  decrease	  in	  T1	  weightedness,	  more	  pronounced	  T2	  weightedness	  and	  an	  overall	  decrease	  in	  signal	  for	  the	  image	  (Fig.	  3-­‐8).	  	  The	  result	  is	  the	  decreased	  SNR	  as	  shown	  in	  Table	  3-­‐3.	  	  
RARE 
Factor 
Matrix Size TR TE Effective 
TE 
Scan Time SNR 




15.000 ms 60.00 ms 16.000 s 24.16 




15.000 ms 60.00 ms 8.000 s 40.07 




15.000 ms 105.00 ms 5.619 s 33.72 
Table	  3-­‐3.	  Images	  of	  a	  cylindrical	  phantom	  were	  acquired	  using	  a	  “RARE_8_bas”	  pulse	  sequence.	  	  Matrix	  size	  and	  RARE	  factor	  were	  systematically	  changed	  to	  demonstrate	  these	  parameters’	  effects	  on	  scan	  time	  and	  image	  quality.	  	  	  
	  










Acquisition 1 2 3 
TR 2000.000 ms 2000.000 ms 2000.000 ms 
TE 15 ms 15 ms 15 ms 
Zero Fill 
Acceleration 
1 2 1 
Matrix Size 64 x 64 pixels 64 x 64 pixels 32 x 32 pixels 
Acquisition 
Matrix 
64 x 64 pixels 64 x 32 pixels 32 x 32 pixels 
Output Size 64 x 64 pixels 64 x 64 pixels 64 x 64 pixels 
Reconstruction 
Size 
64 x 64 pixels 64 x 64 pixels 64 x 64 pixels 
Field of View 
(FOV) 
2.56 x 2.56 cm2 2.56 x 2.56 cm2 2.56 x 2.56 cm2 
Scan Time 16.000 s 8.000 s 8.000 s 
SNR 47.05 61.13 87.23 
Table	  3-­‐4.	  Images	  of	  a	  water-­‐containing	  cylindrical	  phantom	  were	  acquired	  using	  a	  “RARE_8_bas”	  pulse	  sequence.	  	  Experiments	  aimed	  at	  testing	  the	  effects	  of	  zero	  filling,	  output	  size	  and	  reconstruction	  size	  on	  scan	  time,	  resolution	  and	  signal	  to	  noise	  ratio.	  	  	  	  
	  




achieve	  higher	  resolution.8	  Thus,	  upon	  image	  acquisition,	  there	  is	  more	  signal	  collected	  per	  pixel	  in	  the	  64	  x	  32	  pixel	  acquisition	  matrix	  in	  comparison	  to	  a	  conventional	  64	  x	  64	  pixel	  acquisition	  matrix	  with	  the	  same	  field	  of	  view.	  	  	  The	  end	  result	  is	  that	  the	  zero-­‐filled	  image	  collects	  more	  signal	  per	  pixel,	  and	  therefore	  has	  a	  higher	  SNR	  than	  an	  image	  of	  the	  same	  resolution	  without	  zero	  filling.	  	  Additionally,	  because	  fewer	  lines	  of	  data	  are	  recorded	  in	  k-­‐space	  for	  a	  64	  x	  32	  pixel	  acquisition	  matrix,	  scan	  time	  is	  decreased.	  	  	  The	  image	  collected	  with	  a	  32	  x	  32	  pixel	  acquisition	  matrix	  must	  have	  an	  even	  higher	  SNR	  because	  its	  acquisition	  matrix	  contains	  even	  larger	  pixels	  containing	  more	  signal	  than	  those	  in	  the	  zero-­‐filled	  image	  with	  the	  same	  field	  of	  view.	  	  Scan	  time	  is	  identical	  to	  that	  of	  the	  zero-­‐filled	  image	  because	  both	  scans	  have	  the	  same	  resolution	  in	  the	  spatial	  domain,	  and	  therefore	  record	  the	  same	  number	  of	  lines	  of	  k-­‐space	  per	  acquisition.	  	  This	  scan	  is	  able	  to	  artificially	  maintain	  a	  resolution	  equal	  to	  that	  of	  the	  previous	  scans	  because	  its	  output	  and	  reconstruction	  sizes	  are	  increased	  with	  respect	  to	  the	  size	  of	  the	  acquisition	  matrix.	  	  Altogether,	  because	  this	  third	  method	  of	  acquisition	  could	  acquire	  images	  of	  minimum	  scan	  time,	  equal	  resolution	  and	  improved	  SNR	  with	  respect	  to	  the	  other	  scans,	  it	  was	  favored	  for	  future	  fMRI	  experiments	  using	  zebra	  finches	  (Table	  3-­‐4).	  
	  




the	  number	  of	  averages.	  	  However,	  with	  the	  use	  of	  the	  Paravision	  ROI	  tool,	  it	  was	  determined	  that	  SNR	  was	  lower	  than	  expected,	  which	  is	  logical,	  since	  a	  simple	  calculation	  does	  not	  account	  for	  other	  sources	  of	  noise	  such	  as	  thermal	  noise	  generated	  by	  the	  vibrating	  gradients	  (Fig.	  3-­‐10,	  Table	  3-­‐5).	  	  Furthermore,	  scan	  time	  decreased	  linearly	  with	  the	  number	  of	  averages	  (Table	  3-­‐5).	  	  This	  makes	  sense	  mathematically	  because	  each	  scan	  is	  identical	  to	  all	  other	  scans	  in	  the	  set	  that	  is	  being	  averaged.	  	  	  
	  
Figure	  3-­‐10.	  “RARE_8_bas”	  images	  of	  a	  live	  zebra	  finch	  were	  acquired	  with	  (a)	  8	  averages,	  (b)	  4	  averages,	  (c)	  2	  averages,	  and	  (d)	  1	  average.	  	  All	  other	  scan	  parameters	  were	  held	  constant.	  	  	  
Acquisition Number of 
Averages 
Scan Time SNR Expected SNR 
1 8 64.000 s 45.82 63.3 
2 4 32.000 s 39.09 44.76 
3 2 16.000 s 24.21 31.65 
4 1 8.000 s 22.38 22.38 




The	  resultant	  images	  had	  a	  noticeably	  smaller	  pixel	  size	  (Fig.	  3-­‐11b)	  and	  thus	  better	  resolution.	  	  Pixel	  size	  for	  the	  second	  set	  of	  images	  was	  0.4	  x	  0.4	  mm2,	  indicating	  that	  our	  parameter	  changes	  effectively	  increased	  the	  in-­‐plane	  resolution	  while	  maintaining	  a	  fast	  scan	  time	  (Table	  3-­‐6).	  	  Additionally,	  this	  increase	  in	  resolution	  resulted	  in	  only	  a	  slight	  loss	  in	  SNR	  (Table	  3-­‐6).	  	  
	  
Figure	  3-­‐11.	  Images	  of	  a	  zebra	  finch	  were	  acquired	  using	  a	  “RARE_8_bas”	  pulse	  sequence.	  	  Resolution	  in	  the	  time	  domain	  was	  adjusted	  by	  changing	  matrix	  size	  from	  (a)	  32	  x	  32	  pixels	  to	  (b)	  32	  x	  32	  pixels	  with	  an	  output	  size	  of	  64	  x	  64	  pixels	  and	  a	  reconstruction	  size	  of	  64	  x	  64	  pixels.	  	  	  	  
	  
	  
Acquisition 1 2 
TR 2000.000 ms 2000.000 ms 
TE 15 ms 15 ms 




Matrix Size 32 x 32 pixels 32 x 32 pixels 
Output Size 32 x 32 pixels 64 x 64 pixels 
Reconstruction 
Size 
32 x 32 pixels 64 x 64 pixels 
Scan Time 8.000 s 8.000 s 
Pixel Size 0.8 x 0.8 mm2 0.4 x 0.4 mm2 
SNR 22.375 20.27 




zebra	  finch	  data	  to	  SPM.	  	  The	  first	  experiment	  in	  the	  series	  of	  two	  acquired	  images	  in	  alternating	  blocks	  of	  silence	  and	  song	  with	  a	  64	  x	  32	  pixel	  matrix	  size.	  	  Due	  to	  this	  asymmetrical	  acquisition	  matrix,	  pixels	  from	  the	  first	  experiment	  were	  rectangular,	  0.4	  x	  0.8	  mm2	  in	  size,	  and	  the	  images	  were	  misshapen	  (Fig.	  3-­‐12a).	  	  The	  resultant	  axial	  images,	  two	  volumes	  acquired	  in	  silence	  and	  two	  volumes	  acquired	  with	  a	  conspecific	  song	  stimulus,	  were	  processed	  in	  SPM.	  	  	  	  
	  














Acquisition	   1	   2	  
Pulse	  Sequence	   RARE_8_bas	   RARE_8_bas	  
TR	   2000.000	  ms	   2000.000	  ms	  
TE	   15	  ms	   15	  ms	  
Zero	  Fill	  Acceleration	   1	   2	  
Matrix	  Size	   32	  x	  32	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Acquisition	  Matrix	   32	  x	  32	  pixels	   64	  x	  32	  pixels	  
Output	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Reconstruction	  Size	   64	  x	  64	  pixels	   64	  x	  64	  pixels	  
Field	  of	  View	  (FOV)	   1.40	  x	  1.40	  cm2	   1.40	  x	  1.40	  cm2	  
Pixel	  Size	   0.22	  x	  0.22	  mm2	   0.22	  x	  0.22	  mm2	  
SNR	   10.08	   7.64	  




number	  of	  lines	  of	  k-­‐space	  in	  the	  number	  of	  TRs.	  	  Collectively,	  the	  results	  from	  this	  experiment	  showed	  that	  both	  methods	  tested	  produced	  high	  resolution	  images	  in	  the	  minimum	  scan	  time.	  	  However,	  modifications	  to	  output	  and	  reconstruction	  size	  produce	  higher	  SNR	  images	  than	  zero	  filling.	  In	  a	  second	  and	  final	  functional	  imaging	  experiment,	  eight	  sets	  of	  axial	  images	  were	  acquired.	  	  Four	  brain	  volumes	  out	  of	  the	  eight	  were	  scanned	  in	  silence,	  and	  4	  volumes	  were	  scanned	  with	  a	  conspecific	  song	  stimulus,	  which	  was	  projected	  using	  G-­‐MAX	  2000	  Gateway	  external	  audio	  speakers.	  	  The	  experiment	  used	  a	  square	  32	  x	  32	  pixel	  acquisition	  matrix,	  an	  output	  matrix	  of	  64	  x	  64	  pixels	  and	  a	  reconstruction	  matrix	  of	  64	  x	  64	  pixels.	  	  Field	  of	  view	  (FOV)	  was	  decreased	  to	  1.4	  x	  1.4	  cm2	  to	  increase	  resolution	  and	  the	  FOV	  was	  centered	  on	  the	  brain	  using	  the	  ParaVision	  geometry	  editor	  (Fig.	  3-­‐16).	  	  These	  steps	  would	  ensure	  that	  the	  images	  would	  be	  more	  easily	  compatible	  with	  SPM	  8,	  which	  is	  very	  sensitive	  to	  brain	  size,	  image	  origin	  and	  alignment.20	  Pixel	  size	  for	  the	  reconstructed	  images	  was	  0.22	  x	  0.22	  mm2.	  	  These	  sets	  of	  images	  should	  be	  processed	  in	  SPM	  8	  in	  future	  work.	  	  
	  















4	   Conclusions	  and	  Future	  Work	  
The	  Fast	  Spin	  Echo	  pulse	  sequence	  RARE	  produces	  high-­‐quality	  functional	  images	  within	  a	  scan	  time	  of	  8	  seconds,	  fast	  enough	  to	  capture	  the	  BOLD	  response.	  	  This	  scan	  time	  can	  be	  reduced	  at	  little	  expense	  to	  signal-­‐to-­‐noise	  (SNR)	  ratio	  and	  resolution	  by	  decreasing	  the	  number	  of	  averages,	  and	  decreasing	  matrix	  size	  while	  zero-­‐filling	  or	  using	  an	  increased	  output	  size.	  	  When	  compared	  with	  the	  popular	  gradient	  echo	  pulse	  sequence,	  EPI,	  RARE	  produces	  images	  of	  equal	  resolution,	  without	  artifacts	  such	  as	  distortions	  or	  signal	  dropout.	  	  The	  determining	  factor	  for	  our	  choice	  in	  pulse	  sequence	  was	  the	  presence	  of	  artifacts,	  since	  only	  RARE	  appears	  to	  be	  able	  to	  generate	  accurate	  MR	  image	  representations	  of	  an	  avian	  subject.	  	   Future	  work	  should	  focus	  on	  improving	  the	  quality	  of	  functional	  imaging	  results	  and	  implementing	  an	  improved	  protocol	  on	  isolate	  birds	  to	  study	  song	  learning.	  	  	  
• fMRI	  results	  can	  be	  improved	  by	  increasing	  the	  number	  of	  blocks	  per	  experiment	  to	  increase	  the	  overall	  sample	  size	  for	  analysis.	  	  	  
• Another	  possible	  way	  to	  improve	  the	  quality	  and	  reliability	  of	  the	  results	  would	  be	  to	  test	  the	  use	  of	  a	  non-­‐magnetic	  speaker	  for	  in-­‐magnet	  sound	  delivery.	  	  The	  use	  of	  a	  speaker	  inside	  the	  micro-­‐MRI	  system	  could	  potentially	  improve	  the	  subject’s	  ability	  to	  accurately	  perceive	  song	  over	  the	  loud	  gradient	  and	  radio	  frequency	  pulses	  implemented	  throughout	  imaging.	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Appendix	  A:	  Guide	  to	  Sound	  Stimulus	  Recording	  and	  Construction	  	  Novel	  sound	  stimuli	  shall	  be	  recorded	  using	  2011	  SP1	  (32-­‐bit)	  6-­‐channel	  detect-­‐record	  v2.0	  software	  in	  conjunction	  with	  a	  SHURE	  93	  recording	  system	  in	  conjunction	  with	  a	  NADY	  Audio	  PRA-­‐8	  8	  channel	  mic	  pre-­‐amplifier.	  The	  following	  steps	  shall	  be	  followed	  when	  preparing	  the	  6-­‐channel	  detect-­‐record	  v2.0	  program:	  Once	  the	  software	  has	  opened,	  the	  window	  shown	  in	  Figure	  A-­‐1	  will	  appear.	  This	  program	  is	  designed	  to	  selectively	  recognize	  and	  record	  zebra	  finch	  song	  while	  ignoring	  calls	  and	  background	  noise.	  	  The	  two	  boxes	  at	  the	  top	  of	  the	  screen	  will	  provide	  graphical	  representations	  of	  the	  frequency	  and	  amplitude	  of	  all	  songs	  recorded	  in	  birds’	  soundproof	  isolation	  coolers.	  	  	  	  The	  text	  in	  box	  A	  of	  fig.	  A-­‐1	  and	  all	  subsequent	  headings	  denote	  the	  soundproof	  isolation	  cooler	  number	  at	  which	  each	  recording	  is	  being	  collected	  (box	  A	  corresponds	  to	  cooler	  0).	  	  In	  box	  B,	  the	  user	  must	  enter	  the	  tag	  color	  and	  ID	  number	  of	  the	  bird	  being	  recorded	  in	  the	  corresponding	  cooler.	  	  The	  entry	  must	  consist	  of	  a	  three-­‐letter	  abbreviation	  for	  the	  bird’s	  tag	  color	  followed	  by	  the	  ID	  number.	  	  (Color	  and	  ID	  are	  not	  separated	  by	  a	  space.	  	  For	  example,	  Red86,	  Pur04,	  Blu54.)	  	  A	  path,	  as	  shown	  in	  box	  C	  of	  Figure	  A-­‐1,	  should	  be	  designated	  as	  “C:\\SongRecording\Color##,”	  for	  which	  Color##	  is	  the	  bird’s	  tag	  color	  and	  ID	  as	  written	  in	  box	  B.	  	  When	  beginning	  a	  new	  set	  of	  recordings	  for	  a	  new	  animal,	  the	  “Current	  Record	  Index”	  (box	  D)	  should	  be	  manually	  set	  to	  0.	  	  To	  ensure	  song	  recordings	  are	  saved,	  click	  button	  E	  in	  fig.	  A-­‐1	  labeled	  “Save	  Song	  Files.”	  	  To	  begin	  recording,	  press	  button	  F	  in	  the	  upper	  left	  corner	  of	  the	  screen.	  	  	  	  
	  




	   Once	  raw	  recordings	  have	  been	  made,	  sound	  files	  for	  each	  bird	  can	  be	  found	  in	  the	  path	  designated	  by	  fig.	  A-­‐1,	  box	  C.	  	  The	  first	  step	  for	  constructing	  usable	  song	  stimuli	  is	  to	  listen	  to	  those	  recordings.	  	  Select	  the	  sound	  files	  with	  the	  best	  clarity	  and	  whose	  duration	  is	  between	  2	  and	  4	  seconds	  to	  construct	  a	  stimulus.	  	   	  Use	  the	  computer	  program	  Praat	  to	  construct	  song	  stimli	  for	  functional	  imaging.	  	  Once	  the	  program	  has	  been	  started,	  load	  a	  sound	  file	  by	  clicking	  the	  “Open”	  tab	  in	  the	  “Praat	  Objects”	  window	  and	  selecting	  “Read	  from	  file”	  (Fig.	  A-­‐2).	  	  If	  you	  are	  working	  with	  a	  very	  long	  song	  file,	  select	  the	  “open	  long	  sound	  file”	  option	  (Fig.	  A-­‐2).	  	  Once	  you	  load	  the	  sound	  file,	  it	  will	  appear	  in	  the	  “Objects”	  workspace	  in	  the	  “Praat	  Objects”	  window.	  	  Then,	  add	  a	  second	  of	  silence	  after	  the	  first	  sound	  clip	  by	  selecting	  “New,”	  then	  “Sound,”	  then	  “Create	  Sound	  from	  formula”	  (Fig.	  A-­‐2).	  In	  the	  window	  that	  appears,	  type	  0	  in	  the	  “Formula”	  textbox	  and	  adjust	  the	  length	  of	  the	  silence	  by	  entering	  the	  number	  of	  seconds	  in	  the	  “End	  time(s)”	  textbox	  (Fig.	  A-­‐3).	  	  Then	  click	  “OK.”	  	  The	  silent	  period	  will	  then	  appear	  in	  the	  “Objects”	  workspace	  in	  the	  “Praat	  Objects”	  window	  below	  the	  song	  file.	  	  Continue	  adding	  the	  alternating	  song	  files	  and	  one	  second	  periods	  of	  silence	  until	  the	  entire	  list	  of	  objects	  in	  the	  workspace	  spans	  the	  desired	  period	  of	  time.	  	  (This	  period	  generally	  correlates	  to	  the	  duration	  of	  a	  functional	  image	  acquisition.)	  	  	  
	  	  
Figure	  A-­‐2.	  “Praat	  Objects”	  window.	  
	  
Figure	  A-­‐3.	  To	  create	  period	  of	  silence,	  type	  “0”	  in	  the	  formula	  textbox	  of	  the	  “Create	  Sound	  from	  formula”	  window.	  	  Adjust	  the	  duration	  of	  the	  silence	  by	  entering	  a	  numerical	  value	  in	  the	  “End	  time	  (s)”	  textbox.	  	  









Appendix	  B:	  Guide	  to	  Speaker	  Assembly	  	  The	  following	  speaker	  models	  were	  ordered	  from	  All	  Electronics	  Corporation	  for	  sound	  stimulus	  delivery	  in	  the	  micro-­‐MRI	  system:	  20	  mm,	  150	  Ω	  speaker	  (0.79”	  diameter	  x	  0.1”	  thick);	  300	  Ω,	  40	  mm	  speaker	  (40	  mm	  diameter	  x	  8	  mm	  thick);	  50	  mm,	  4	  Ω	  speaker	  (50	  mm	  diameter	  x	  10	  mm	  thick;	  prepared	  with	  5”	  leads)	  (Fig.	  A-­‐4).	  	  	  	  
	  
Figure	  A-­‐4.	  Three	  speaker	  models	  were	  ordered	  for	  sound	  stimulus	  delivery.	  (A)	  A	  20	  mm,	  150	  Ω	  speaker,	  (B)	  a	  300	  Ω,	  40	  mm	  speaker,	  and	  (C)	  a	  50	  mm,	  4	  Ω	  speaker,	  all	  of	  which	  were	  ordered	  from	  All	  Electronics	  Corporation.	  	  The	  first	  preparatory	  step	  was	  to	  remove	  the	  magnet	  from	  each	  speaker.	  	  This	  step	  will	  allow	  the	  speakers	  to	  operate	  safely	  within	  the	  bore	  of	  the	  MRI	  (Fig.	  A-­‐5).	  	  	  	  
	  
Figure	  A-­‐5.	  A	  300	  Ω,	  40	  mm	  speaker	  is	  shown	  (A,	  B)	  before	  and	  (C,	  D)	  after	  its	  magnet	  is	  removed.	  	  Next,	  electrical	  wires	  were	  fused	  to	  the	  solder	  terminals	  of	  each	  speaker	  using	  a	  lead-­‐based	  solder	  (Fig.	  A-­‐6).	  	  	  
	  
	  
Figure	  A-­‐6.	  A	  300	  Ω,	  40	  mm	  speaker	  is	  shown	  with	  electrical	  wires	  soldered	  to	  its	  solder	  terminals.	  	  
	  
Figure	  A-­‐7.	  Electrical	  wires	  are	  shown	  soldered	  to	  a	  disassembled	  3.5	  mm	  metal	  plug.
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The	  other	  ends	  of	  those	  wires	  were	  soldered	  to	  the	  terminals	  of	  a	  stereo	  3.5	  mm	  metal	  plug	  (Fig.	  A-­‐7).	  	  (Metal	  plugs	  were	  also	  purchased	  from	  All	  Electronics	  Corporation.)	  	  A	  fully	  assembled	  speaker	  is	  shown	  in	  Figure	  A-­‐8.	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Appendix	  C:	  Guide	  to	  Postprocessing	  (Adapted	  from	  the	  SPM	  8	  Manual)	  	  Open	  Matlab	  and	  in	  the	  command	  line,	  type	  “spm	  fmri.”	  	  It	  will	  look	  like	  this:	  >>	  	  spm	  fmri	  SPM	  is	  very	  sensitive	  to	  the	  origin	  set	  as	  the	  initial	  alignment	  between	  the	  image	  and	  normalization	  template.20	  (The	  program	  assumes	  that	  the	  origin	  is	  set	  at	  the	  anterior	  commissure.)	  	  These	  next	  few	  steps	  will	  help	  ensure	  that	  the	  origin	  is	  properly	  set.	  	  First,	  on	  the	  SPM8	  Menu,	  select	  “Display,”	  and	  then	  choose	  your	  highest	  resolution	  image.	  	  
Reorientation	  The	  graphics	  window	  will	  appear	  on	  the	  screen,	  displaying	  three	  views	  of	  your	  three-­‐dimensional	  data	  (Fig.	  A-­‐9).	  	  First,	  it	  is	  important	  to	  enlarge	  the	  images	  to	  a	  size	  viewable	  in	  SPM,	  which	  assumes	  that	  all	  imaging	  data	  is	  from	  a	  human-­‐sized	  brain.	  	  To	  increase	  the	  size	  of	  the	  images,	  start	  by	  changing	  the	  value	  in	  the	  “resize	  (x)”	  text	  box	  to	  3.	  	  Likewise,	  change	  the	  “resize	  (y)”	  and	  “resize	  (z)”	  values	  to	  3	  so	  that	  the	  image	  will	  be	  enlarged	  symmetrically	  (Fig.	  A-­‐9).	  	  To	  set	  the	  origin,	  manipulate	  the	  “right,”	  “forward”	  and	  “up”	  values.	  	  When	  these	  values	  are	  altered,	  the	  blue	  cross	  hairs	  will	  change	  position	  in	  the	  x,	  y	  and	  z	  planes.	  	  Since	  bird	  brain	  anatomy	  is	  different	  from	  human	  brain	  anatomy,	  center	  the	  crosshairs	  such	  that	  they	  evenly	  split	  the	  two	  hemispheres	  in	  the	  coronal	  and	  horizontal	  views.	  	  In	  the	  sagittal	  view,	  the	  crosshairs	  should	  be	  positioned	  in	  the	  lower	  third,	  and	  slightly	  rostral	  to	  the	  center	  of	  the	  brain	  (Fig.	  A-­‐9).	  	  This	  location	  would	  be	  spatially	  analogous	  to	  the	  anterior	  commissure	  in	  humans.	  	  It	  is	  also	  possible	  to	  rotate	  the	  brain	  by	  changing	  the	  numerical	  values	  of	  the	  “pitch,”	  “roll”	  and	  “yaw”	  text	  boxes	  (Fig.	  A-­‐9).	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Figure	  A-­‐9.	  Image	  size,	  shape	  and	  origin	  can	  be	  modified	  in	  the	  Graphics	  window	  by	  choosing	  “Display”	  in	  the	  SPM8	  Menu.	  	  Still	  in	  the	  SPM8	  Graphics	  window,	  click	  “Reorient	  Images”	  to	  apply	  these	  changes	  to	  the	  origin	  and	  rotation	  to	  the	  entire	  set	  of	  images.	  	  In	  the	  window,	  “Images	  to	  reorient,”	  select	  all	  of	  the	  images	  you	  intend	  to	  process,	  including	  the	  template	  image	  you	  used	  for	  reorientation.	  	  When	  you	  are	  finished,	  click	  “Done,”	  and	  the	  entire	  set	  of	  images	  will	  be	  reoriented	  such	  that	  they	  all	  contain	  the	  same	  origin	  and	  orientation	  in	  space.	  	  
Realignment	  In	  the	  SPM8	  Menu’s	  Spatial	  pre-­‐processing	  window,	  click	  the	  “Realign”	  tab	  and	  select	  the	  option	  “Realign	  (Est	  &	  Res)”	  from	  the	  pulldown	  menu.	  	  Then,	  in	  the	  batch	  editor	  window	  highlight	  data,	  and	  then	  select	  “New	  Session.”	  	  Highlight	  the	  new	  “Session”	  option	  and	  select	  “Specify	  Files.”	  	  Choose	  all	  of	  the	  imaging	  data	  to	  be	  processed.	  	  Next,	  save	  the	  job	  (click	  the	  floppy	  disk	  icon	  in	  the	  upper	  left	  hand	  corner)	  as	  realign.mat	  in	  the	  same	  directory	  as	  the	  rest	  of	  your	  images.	  	  Click	  the	  green	  “run”	  arrow	  in	  the	  upper	  left	  hand	  corner	  adjacent	  to	  the	  “save”	  button	  to	  begin	  realignment.	  	  Data	  for	  the	  realignment	  should	  appear	  in	  the	  SPM8	  Graphics	  window.	  	  An	  example	  is	  shown	  in	  Figure	  A-­‐10.	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Figure	  A-­‐10.	  Realignment	  data,	  as	  shown	  in	  the	  Graphics	  window.	  	  
Coregistration	  Exit	  the	  batch	  editor	  and	  return	  to	  the	  SPM8	  Menu.	  	  Then	  select	  “Coregister	  (Estimate)”	  from	  the	  “Coregister”	  pull-­‐down	  menu.	  	  When	  the	  batch	  editor	  window	  reappears,	  highlight	  “Reference	  Image”	  and	  select	  the	  mean	  fMRI	  scan	  that	  was	  created	  during	  the	  realignment	  step.	  (This	  scan	  will	  appear	  in	  the	  same	  directory	  as	  your	  original	  images	  and	  begin	  with	  the	  word	  “mean.”)	  	  Highlight	  “Source	  Image”	  and	  select	  the	  structural	  image	  that	  you	  used	  previously	  during	  realignment.	  	  Then,	  click	  the	  save	  button	  and	  save	  the	  file	  as	  coreg.mat.	  	  Complete	  this	  step	  by	  pressing	  the	  run	  button	  (green	  arrow).	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Segmentation	  During	  segmentation,	  SPM	  will	  create	  gray	  and	  white	  matter	  images,	  as	  well	  as	  a	  bias-­‐field	  corrected	  structural	  image.	  To	  start,	  select	  “Segment”	  in	  the	  SPM8	  Menu	  
Spatial	  pre-­‐processing	  window.	  	  When	  the	  batch	  editor	  appears,	  highlight	  “Data”	  and	  then	  select	  the	  previously	  designated	  anatomical	  image.	  	  Then	  press	  “Done.”	  	  Save	  the	  file	  as	  segment.mat	  and	  press	  run.	  	  
Normalization	  Select	  “Normalise	  (write)”	  from	  the	  Normalise	  pulldown	  menu.	  	  In	  the	  batch	  editor,	  highlight	  “Data”	  and	  then	  select	  “New:	  Subject.”	  	  Highlight	  “Parameter	  File”	  and	  select	  the	  file	  ending	  in	  “_seg_sn.mat”	  that	  was	  created	  during	  segmentation	  and	  press	  “Done.”	  	  Next,	  highlight	  “Images	  to	  Write”	  and	  select	  all	  realigned	  functional	  images	  (files	  will	  start	  with	  the	  letter	  “r”).	  	  Then,	  press	  the	  save	  button,	  and	  save	  the	  job	  as	  “normalise.mat.”	  Press	  run.	  	  In	  order	  to	  later	  superimpose	  the	  subject’s	  activations	  on	  its	  own	  anatomy,	  select	  “Normalise	  (write)”	  once	  more.	  	  Highlight	  “Data,”	  then	  select	  “New	  Subject”	  	  Highlight	  “Parameter	  File”	  and	  once	  again	  select	  the	  file	  ending	  in	  “_seg_sn.mat”	  that	  was	  created	  during	  segmentation	  and	  press	  “Done.”	  	  Then,	  highlight	  “Images	  to	  Write,”	  and	  then	  select	  the	  image	  file	  with	  the	  prefix	  “m.”	  	  This	  is	  our	  bias-­‐corrected	  structural	  image.	  	  Under	  “Writing	  Options,”	  select	  “Voxel	  Sizes,”	  and	  then	  click	  “Edit	  Value.”	  	  Change	  the	  voxel	  size	  matrix	  from	  [2	  2	  2]	  to	  a	  matrix	  corresponding	  to	  the	  original	  resolution	  of	  the	  images.	  	  Save	  the	  job	  as	  norm_struct.mat	  and	  press	  the	  run	  button.	  	  
Smoothing	  This	  step	  is	  not	  strictly	  necessary	  if	  you	  are	  only	  interested	  in	  Bayesian	  analysis.	  	  	  Smoothing	  is	  not	  recommended	  if	  you	  are	  interested	  in	  very	  small	  features.21	  	  Start	  by	  pressing	  the	  Smooth	  button.	  	  Then	  click	  on	  “Images	  to	  Smooth,”	  to	  select	  the	  spatially	  normalized	  files	  from	  their	  designated	  directory.	  	  (These	  files	  should	  all	  start	  with	  the	  letters	  “wr”	  followed	  by	  their	  original	  file	  names.)	  	  Highlight	  “FWHM”	  and	  change	  [8	  8	  8]	  to	  a	  matrix	  more	  suitable	  to	  your	  data	  set.	  	  It	  is	  conventional	  to	  choose	  a	  Full	  Width	  at	  Half	  Maximum	  (FWHM)	  that	  is	  twice	  the	  size	  of	  the	  voxels	  in	  the	  image.21	  For	  example,	  if	  your	  voxel	  size	  is	  2	  x	  2	  x	  1	  mm3,	  then	  choose	  a	  FWHM	  of	  [4	  4	  2].	  	  This	  would	  mean	  that	  SPM	  will	  smooth	  the	  data	  4	  mm	  in	  the	  x	  and	  y	  directions	  and	  2	  mm	  in	  the	  z	  direction.	  	  Finally,	  save	  the	  job	  as	  smooth.mat	  and	  press	  Run.	  
	  
Model	  Specification	  	  Choose	  “Specify	  1st-­‐	  level”	  from	  the	  “Model	  specification,	  review	  and	  estimation”	  window	  in	  the	  SPM8	  Menu.	  	  Under	  “Timing	  parameters”	  in	  the	  batch	  editor,	  
	   95	  
highlight	  “Units	  for	  design”	  and	  select	  “Scans.”	  	  Highlight	  “Interscan	  interval”	  under	  “Timing	  Parameters”	  and	  enter	  the	  TR	  of	  the	  scans	  used	  in	  the	  experiment.	  	  Next,	  highlight	  “Data	  &	  Design”	  and	  select	  “New:	  Subject/Session.”	  	  Under	  the	  “Subject/Session”	  in	  the	  Current	  Module,	  highlight	  “Scans”	  to	  select	  the	  images	  you	  are	  using	  in	  your	  experimental	  paradigm.	  	  Once	  you	  have	  selected	  all	  the	  images,	  press	  “Done.”	  	  Highlight	  “Conditions”	  and	  select	  “New:	  Condition”	  from	  the	  “Current	  Item”	  window.	  	  Under	  “Condition”	  in	  the	  “Current	  Module”	  window,	  highlight	  “Name”	  to	  choose	  a	  name	  for	  your	  “ON”	  condition.	  	  For	  example,	  this	  condition	  could	  be	  named	  “active,”	  or	  “song.”	  	  If	  there	  are	  multiple	  “ON”	  conditions	  in	  the	  experiment,	  for	  example,	  tutor	  song,	  conspecific	  song,	  and	  white	  noise,	  multiple	  conditions	  must	  be	  created	  in	  this	  step.	  	  Highlight	  “Onsets”	  and	  enter	  a	  matrix	  representing	  the	  scans	  
after	  which	  stimulus	  onset	  began.	  	  For	  example,	  say	  there	  are	  12	  total	  scans	  representing	  alternating	  periods	  of	  rest	  and	  song.	  	  Blocks	  consist	  of	  3	  scan	  each,	  and	  begin	  with	  rest.	  	  The	  following	  matrix	  would	  be	  entered	  in	  “Onsets”:	  [3,	  9].	  	  Highlight	  “Directory”	  and	  then	  click	  “Select	  files”	  to	  select	  the	  directory	  in	  which	  you	  wish	  to	  write	  this	  job.	  	  Finally,	  save	  the	  job	  as	  specify.mat	  and	  press	  Run.	  	  Your	  design	  matrix	  will	  appear	  in	  the	  SPM8	  Graphics	  window	  (Figure	  A-­‐11).	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Figure	  A-­‐11.	  The	  design	  matrix	  will	  appear	  in	  the	  SPM8	  Graphics	  window	  after	  first	  level	  specification	  is	  completed.	  	  
Estimate	  Press	  “Estimate”	  in	  the	  “Model	  specification,	  review	  and	  estimation”	  window	  of	  the	  SPM8	  Menu.	  	  Highlight	  “Select	  SPM.mat,”	  and	  then	  select	  the	  SPM.mat	  file	  saved	  in	  the	  directory	  specified	  in	  the	  “Model	  Specification”	  section.	  	  Then,	  save	  the	  job	  as	  estimate.job	  and	  press	  Run.	  
	  
Inference	  Press	  “Results”	  in	  the	  “Inference”	  window	  of	  the	  SPM8	  Menu	  and	  select	  the	  same	  SPM.mat	  file	  in	  the	  directory	  specified	  in	  the	  “Model	  Specification”	  section.	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Contrast	  Manager	  When	  the	  “Contrast	  manager”	  window	  appears,	  select	  “t-­‐contrast,”	  to	  produce	  t-­‐test	  statistical	  results.	  	  Then	  select	  “Define	  new	  contrast…”	  	  For	  a	  one-­‐sided	  t-­‐test,	  specify	  “song	  >	  rest”	  in	  the	  “name”	  text	  box	  and	  the	  number	  “1”	  in	  the	  “contrast”	  text	  box.	  	  (“song”	  is	  the	  name	  of	  your	  “ON”	  condition	  chosen	  during	  “Model	  Specification.”)	  	  Ensure	  that	  “t-­‐contrast”	  is	  the	  selected	  “type.”	  	  Press	  OK.	  	  Then,	  highlight	  your	  recently	  created	  contrast	  name	  in	  the	  “SPM	  contrast	  manager”	  window	  and	  press	  “Done.”	  	  
Results	  Next,	  the	  “SPM8:	  States:	  Results”	  window	  will	  activate	  and	  prompt	  you	  with	  an	  option	  to	  “apply	  masking.”	  	  Select	  “none.”	  	  When	  a	  “title	  for	  comparison”	  appears	  in	  the	  same	  window,	  check	  that	  the	  title	  matches	  your	  contrast	  name,	  i.e.	  “song	  >	  rest,”	  and	  press	  enter.	  	  For	  “p	  value	  adjustment	  control,”	  select	  “FWE.”	  A	  p	  value	  will	  then	  appear	  in	  the	  window.	  	  For	  a	  95%	  confidence	  interval,	  let	  the	  p	  value	  (FWE)	  be	  0.05	  and	  press	  enter.	  	  Let	  the	  extent	  threshold	  be	  0	  and	  press	  enter.	  	  In	  the	  graphics	  window,	  a	  Maximum	  Intensity	  Projection	  (MIP)	  of	  the	  newly	  generated	  statistical	  map	  will	  appear	  (Fig.	  A-­‐12).	  	  
	  
Figure	  A-­‐12.	  Maximum	  Intensity	  Projection	  of	  a	  statistical	  activation	  map	  representing	  the	  auditory	  BOLD	  response	  “song	  >	  rest”	  for	  a	  zebra	  finch	  subject.	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Overlays	  In	  the	  “Display”	  section	  of	  the	  “SPM8:	  SPM{T}:	  Results”	  interactive	  window,	  the	  “overlays”	  dropdown	  menu	  provides	  three	  choices	  for	  the	  visualization	  of	  a	  newly	  created	  activation	  map:	  a. The	  “slices”	  option	  displays	  three	  adjacent	  axial	  slices.	  	  When	  this	  option	  is	  selected,	  SPM	  will	  display	  a	  new	  window,	  “Select	  image	  for	  rendering	  on.”	  	  To	  superimpose	  a	  subject’s	  activations	  on	  its	  own	  anatomy,	  select	  the	  bias-­‐corrected	  anatomical	  image	  starting	  with	  the	  prefix	  “wm.”	  	  b. The	  “sections”	  option	  will	  display	  three	  intersecting	  sagittal,	  coronal	  and	  axial	  slices.	  	  Once	  again,	  SPM	  will	  display	  a	  new	  window,	  “Select	  image	  for	  rendering	  on.”	  	  To	  superimpose	  a	  subject’s	  activations	  on	  its	  own	  anatomy,	  select	  the	  bias-­‐corrected	  anatomical	  image	  starting	  with	  the	  prefix	  “wm.”	  	   c. The	  “render”	  option	  will	  display	  the	  activation	  map	  on	  a	  3D	  volume	  rendered	  brain.	  	  For	  this	  type	  of	  overlay,	  we	  must	  first	  create	  a	  rendering	  using	  the	  white	  and	  gray	  matter	  segmented	  images:	  	  Select	  “Normalize	  (Write)”	  from	  the	  SPM	  8	  Menu.	  	  Under	  “Data,”	  select	  “New:	  Subject.”	  	  Then	  highlight	  “Parameter	  File”	  and	  select	  the	  file	  ending	  in	  “_seg_sn.mat.”	  	  Highlight	  “Images	  to	  Write”	  and	  select	  the	  two	  images	  beginning	  in	  “c1”	  and	  “c2.”	  	  Press	  Run.	  	  Next,	  in	  the	  “SPM	  for	  functional	  MRI”	  window	  in	  the	  SPM8	  Menu,	  under	  the	  “Render”	  dropdown	  menu	  select	  “Xtract	  Surface.”	  	  In	  the	  “Select	  images”	  window	  that	  pops	  up,	  choose	  the	  two	  newly	  normalized	  files	  starting	  with	  the	  prefixes	  “wc1”	  and	  “wc2.”	  	  In	  the	  interactive	  SPM8:Surface	  menu,	  under	  the	  “Save…”	  dropdown	  menu,	  select	  the	  default	  option,	  “Save	  Rendering	  and	  Surface”	  to	  produce	  the	  3D	  rendering.	  	  
